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摘要 :【 目的 】 细 胞 色素 P450 单 加 氧 酶 在 昆虫 生长 发 育 和 适应 环境 过 程 中 发 挥 着 重要 功能 。[【 方 法 ] 本 研究 克隆 了 神 
飞 避 Nilaparvata lugens 细胞 色素 P450 基因 CYP4C62 的 开放 阅读 框 (不 含 信号 肽 编码 序列 部 分 ) ,在 大 肠 杆 菌 
Escherichia col 中 实现 陨 效 表达 ,经 Ni-NTA 珠 脂 糖 凝 腕 亲 和 层 析 柱 纯化 得 到 了 重组 的 CYP4C62 重 日 。 将 该 重 白 免 
疫 日 本 大 耳 日 倪 Oryctolagus cuniculus 雄 免 ,制备 了 免 抗 CYP4C62 血清 抗体 。 采 用 间接 ELISA 方法 检测 了 血清 抗体 的 
效 价 ;并 通过 Western 印迹 杂交 检测 了 该 抗体 的 免疫 学 特异 性 。【 结 果 】 结 果 表明 ,通过 大 肠 杆菌 表达 出 的 CYP4C62 
蛋白 相对 分 子 量 为 56 kD。 间 接 ELISA 法 检测 表明 ,制备 的 免 抗 CYP4C62 抗体 的 效 价 达到 1: 100 000。Western 印迹 
杂交 证 实 ,该 抗体 既 可 与 异 源 表 达 的 CYP4C62 蛋白 特异 性 结合 ,也 可 以 与 褐飞虱 总 蛋白 中 内 源 的 CYP4C62 特异 性 结 
合 , 表 明 具 有 和 较 好 的 免疫 反应 特异 性 。【 结论 ]CYP4C62 多 克隆 抗体 的 成 功 制备 ,为 后 续 分 析 CYP4C62 在 褐 飞 乱 各 组 织 
中 的 时 空 表 达 水 平 ,并 通过 免疫 组 织 化 学 法 定位 分 析 该 集 日 的 组 织 、 细 胞 及 亚 细 胞 分 布 规律 ,及 最 终 解析 CYP4C62 的 生 
物 尝 功能 砍 定 了 基础 。 
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Abstract: [Aim)] The cytochrome P450s are important metabolic enzymes in insects because of their 
involvement in the growth and development of insects and their adaptation to environments. [ Methods)] In 
this study, we cloned the open reading frame (ORF, excluding the coding sequence for the N-terminal 
signal peptide ) of Nilaparvata lugens P450 gene CYP4C62 and expressed it in Escherichia coli. The 
recombinant protein was purified by Ni-NTA agarose gel affinity system. Polyclonal antibody of CYP4C62 
was then generated by immunization of the Japanese white male rabbits ( Oryctolagus cuniculus) with the 
purified protein. The antibody titer was monitored by indirect ELISA. The immune specificity of the 
antibody was determined by Western blot hybridization. 【 Results 】The results showed that the relative 
molecular weight of the recombinant CYP4C62 protein is about 56 kD. The antibody titer was estimated 
as high as 1: 100 000 dilution ratio detected by indirect ELISA. Western blotting analysis showed that the 
antibody could bind specifically both the heterogeneously expressed CYP4C62 protein and the endogenous 
CYP4C62 from N. lugens. 【Conclusion 】 This study lays a foundation for further investigation of 
CYP4C62 expression levels in various tissues of N. lugens, localization of the protein at tissue, cellular 
and subcellular levels by iImmunohistochemisty, and ultimately revealing its biological function. 
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水 稻 是 最 重要 的 粮食 作物 之 一 ,世界 上 约 有 一 
半 以 上 的 人 口 以 稻米 为 主食 (Watanabe and 
Kitagawa，2000 ) 。 禄 发 乱 Nilaparvata lugens St 让 . 是 
一 种 单 食性 害虫 ,只 能 在 普通 野生 稻 和 水 稻 上 取 食 
和 繁殖 后 代 , 生 长 周期 短 ,繁殖 能 力 强 且 具 有 远 距 离 
迁移 习性 ,所 以 难以 防治 , 凋 稼 给 水 稻 生 产 市 来 巨大 
损失 。 长 期 以 来 防治 神 飞 息 主 要 采取 化 学 方法 。 目 
20 世纪 70 年 代 以 来 许多 国家 和 地 区 都 监测 到 褐 飞 
各 对 很 多 农药 产生 了 抗 性 ( 蔡 海 林 等 ,2007; 庄家 
们 等 ,2008)。 人 们 普遍 认可 的 防治 宰 飞 恒 的 重要 
末 略 之 一 , 束 是 培育 、 推 广 具 有 抗 虫 性 的 水 稳 新 品种 
( 陈 峰 每 , 2008) ,但 目前 种 植 的 水 稻 抗 性 较 弱 ,加 上 
神 飞 乱 在 品种 抗 性 胁迫 下 会 转变 成 新 的 “生物 型 ”， 
使 得 抗 性 水 稻 品 种 丧失 抗 性 ,并 相继 从 生产 中 淘汰 
(Matteson ，2000 ) 。 

昆虫 的 细胞 色素 P450 单 加 氧 酶 (简称 P450 ) 在 
昆虫 生长 发 育 和 适应 环境 过 程 中 发 挥 看 重要 作用 。 
人 们 通过 研究 昆虫 细胞 色素 P450 的 功能 .进化 及 多 
样 性 ,加 次 对 P450 在 昆虫 适应 牡 主 植物 及 参与 杀 虫 
剂 抗 性 发 生 和 发 展 规律 方面 的 认识 (Feyereisen ， 
2005 ; Scott，1999 ) 。 本 人 研究 室 此 前 对 福 飞 恒 的 5 个 
P450 基 ( CYP6AX1, CYP6AYI, CYP6CS!1, 
CYP6CWlI 和 CYP4CE1 ) 的 研究 表明 ,在 奉 虫 中 这 些 
P450 基因 均 受 抗 性 水 稻 的 户 叶 ,推测 相应 的 P450 
单 加 氧 酶 的 合成 量 会 增加 ,从 而 增强 褐飞虱 代谢 水 
称 中 有 每 次 生物 质 的 能 力 ( Yang et al., 2007; 杨 之 
帆 等 , 2010; Yang et al., 2011 ) 。 

有 人 研 究 初步 证 实 昆 虫 的 菜 些 CYP4 家 族 基 因 受 
赔 皮 激素 的 诱导 并 参与 激 系 代谢 ,如 海 灰 起 夜 蛾 
Spodoptera littoralis 的 P450 基 CYP4L8 和 
CYP4M12 以 及 黑 腹 果 晶 Drosophila melanogaster 的 
P450 基 CYPA4AAC1, CYP4AC3, CYP4ADI 及 
CYP4D1 的 表达 均 受 到 晓 皮 激 系 的 强烈 抑制 ( Davies 
et al., 2006 ) 。Sutherland 等 (1998 ) 从 太平 洋 折 翅 虹 
Diploptera punctata 咽 侧 体 中 克隆 到 P450 基 
CYP4C7 ,并 证 实 该 基因 与 保 幼 激 系 的 代谢 相关 。 本 
实验 室 前 期 对 福 飞 恒 的 细胞 色 系 P450 基因 
CYP4C62 进行 了 表达 谱 分 析 , 结 来 表明 , 取 食 抗 性 
水 稳 与 感 虫 水 稳 后 ,该 基因 在 表达 水 平 上 没有 明显 
差异 ,而 且 通 过 mRNA 原 位 杂交 检测 ,发 现 神 飞 恒 
取 食 抗 性 水 稻 后 ,该 基因 在 中 肠 没 有 明显 的 表达 水 
平 变化 ,说 明 CYP4C62 与 抗 性 胁迫 反应 和 有 毒 次 生 
物质 的 解毒 无 关 ( 张 艳 艳 ，2009 ) 。 为 了 进一步 了 解 
CYP4C62 的 功能 ,我 们 拟 通 过 原核 表达 系统 表达 









































CYP4C62 ,制备 其 重组 入 白 的 多 克隆 抗体 ,为 后 续 通 
过 Western 印迹 杂交 分 析 CYP4C62 在 福 飞 恒 不 同 
组 织 中 的 表达 水 平 ,并 通过 免疫 组 化 定位 分 析 该 集 
日 的 组 织 细胞 学 分 布 , 及 揭示 CYP4C62 在 神 飞 乱 体 
内 的 生物 学 功能 更 定 基础 。 








1 材料 和 万 法 


1.1 生物 材料 和 试剂 

1.1.1 供 试 昆虫 : 褐 飞 乔 N，lugens 4 龄 各 虫 取 目 
实验 室 养 殖 的 水 稻 中 ,环境 条 件 为 253 +2°C ,相对 湿 
度 为 80% ,光照 周期 为 16L: 8D。 

1.1.2 汞 株 .质粒 载体 及 药品 试剂 :pET-23a 载体 、 
Escherichia coli GOLD 及 天 col BL21 (DE3 ) 菌株 均 
为 本 实验 室 保 藏 。PCR 试剂 盒 、 限 制 性 内 切 酶 、Ex 
Tag DNA polymerase 和 pMD-18T 载体 均 为 TaKaRa 
公司 产品 。TRIzol reagent 购 自 Invitrogen 公司 , 弗 氏 
伍 剂 购 目 Sigma 公司 ,Western 印迹 杂交 所 用 发 光 试 
剂 为 狂 云 天 生物 技术 研究 所 产品 。HRP- 手 抗 例 lgG 
购 自 ProteinTech Group 公司 。 其 他 生化 试剂 均 为 分 
析 纯 (A.R. ) 或 以 上 级 。 

1.2 PCR 扩 增 

1.2.1 引物 设计 与 合成 :根据 已 发 表 的 褐 飞 恒 
CYP4C62 的 序列 (CenBank 登录 号 为 163385.1), 设 
计 含 有 BamH | 和 Xho | 酶 切 位 点 的 特异 性 引物 ,用 
于 扩 增 CYP4C62 的 开放 阅读 框 ( ORF) (不 含 信 号 肽 
编码 序列 ) 。 引 物 由 上 海 桑 尼 生 物 科 技 有 限 公 司 合 
成 。 正 同 引 物 序 列 为 :5'-CCGGATCCATGCGGCGG 
ATAAAAATAATCAACATG-3'; 反 癌 引 物 序 列 为 :5”- 
CCGCTCGAGCACCACCACCACCACCACAGACTGTGT 
TTTCTTTCG-3', 

1.2.2 PCR 扩 增 反应 :选取 福 飞 到 4 龄 看 虫 ,用 
TRIzol reagent 提取 褐 飞 恒 总 RNA, 反 转录 获得 
cDNA。 以 此 cDNA 为 模板 扩 增 CYP4C62 部 分 序 
列 。PCR 反应 条 件 为 :94%C 预 变性 3 min ,然后 按照 
94°C 45 s,56%C 45 s,72%C 90 s, 进 行 30 次 循环 反 
应 ,最 后 于 72C 延 伸 10 min。 

1.3 重组 蛋白 表达 

1.3.1 阳性 克隆 载体 的 构建 及 鉴定 :经 珠 脂 糖 凝 胶 
电泳 分 离 并 纯化 回收 目的 DNA 卢 段 ,用 限制 性 内 切 
酶 消化 纯化 后 的 DNA ,再 次 回收 目的 DNA, 并 与 
pMD-18T 载体 连接 ,转化 kb， coli GOLD 感受 态 细 
胞 , 深 布 合 氨 店 青 守 素 的 LB 固体 培养 基 , 符 冰 洛 长 
出 后 ,随机 挑 取 10 个 画 洛 ,经 PCR 扩 增 进行 初步 鉴 
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定 ,进一步 提取 阳性 落落 的 质粒 并 用 BamH | 和 Xho 
I 进行 双 酶 切 鉴 定 ;将 含 正 确 重 组 质粒 的 阳性 再 落 
送 上 海 桑 尼 生 物 科 技 有 限 公 司 测序 。 

1.3.2 表达 载体 的 构建 :用 BamHIT 和 Xhol 将 
CYP4C62 的 克隆 序列 从 重组 质粒 中 切 下 ,纯化 后 定 
向 连接 到 表达 载体 pET-23a 上 ,将 连接 产物 转化 到. 
coli COLD 感受 态 细胞 ,从 初步 沛 选 的 单 盏 落 中 提取 
质粒 并 进行 酶 切 鉴 定 。 

1.3.3 重组 蛋白 的 表达 :将 表达 质粒 转化 E.coli 
BL21( DE3 ) plys S 感受 态 细胞 ,挑选 单 阔 落 接种 于 6 
mL 含 氨 下 青 短 系 (100 pg/mL) 的 LB 液体 培养 基 
中 ,37%C 培养 至 0Dow 达 到 0.6, 取 1 mL 保留 做 两 
种 ,其 余 5 mL 培养 物 中 加 入 0.4 mmol/L IPTG ,诱导 
4 h 后 离心 收集 细 函 细胞 。 

1.4 SDS-PAGE 分 析 表 达 产 物 

将 收集 的 细 阔 细胞 惹 浮 于 PBS (pH 8.0) 绥 冲 

液 中 ,经 超声 破碎 后 离心 , 取 上 清和 沉淀 进行 SDS- 
PAGE 电泳 检测 。 根 据 上 清 部 分 与 沉淀 部 分 中 的 和 蛋 
日 含量 ,判断 其 表达 形式 。 

1.5 表达 条 件 的 优化 

1.5.1 IPTG 浓度 的 优化 :改变 IPTG 的 浓度 ,按照 
0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 和 1.0 mmol5 的 浓度 梯度 
进行 表达 ,收集 阔 体 人 破 雄 后 进行 电泳 检测 ,根据 检测 
结果 确定 诱导 表达 的 最 适 IPTG 浓度 。 

1.5.2 谣 叶 温度 的 优化 :在 最 适 的 IPTG 浓度 下 , 选 
取 20, 25, 30 和 35%C 温 度 梯度 进行 表达 ,收集 落体 
人 彼 人 雄 后 进行 电泳 检测 ,根据 检测 结 采 确定 诱导 表达 
































的 最 适 温度 。 
1.5.3 雇 叶 时 间 的 优化 :在 最 适 的 IPTG 浓度 和 最 





佳 温度 条 件 下 ,选取 2,4,6 和 8 Rh 时 间 梯 度 进 行 表 
达 ,收集 阔 体 破 雄 后 进行 电泳 检测 ,根据 检测 结 采 确 
定 表 达 的 最 佳 时 间 。 
1.6 CYP4C62 包涵 体 绰 昌 的 制备 和 纯化 
1.6.1 CYP4C62 包涵 体 和 集 晶 的 制备 : 先 将 落体 小 
量 培 养 过 夜 后 , 按 1: 100 (v/v) 放大 培养 至 ODow 值 
达 0.6, 加 入 IPTG 至 浓度 为 0.6 mmol/L,25C 下 谣 
导 培 养 4 hn。 离心 收集 诱导 表达 的 随 体 , 重 悬 于 PBS 
(pH 8.0) 中 , 冰 浴 中 超声 破碎 (超声 功率 为 30 W， 
时 间 为 7 min, 间隔 60 s, 反 复 操 作 4 次 ) ,4 
10 000 r/min 离心 10 min ,收集 沉淀 (包涵 体 )。 

加 入 适当 的 包涵 体 洗 总 液 (20 mmol/L Tris-HCIl 
pH 8.0,0.5 mol/L NaCl,2 mol/L 尿 系 ,2% Triton X- 
100) 洗 洗 30 min,4% 12 000 r/min 离心 15 min, 弃 
上 清 , 并 按 上 述 条 件 重复 洗涤 1 次 。 再 加 入 适当 的 





包涵 体 洲 解 液 (20 mmol/L Tris-HCL pH 8. 0,0. 5 
mol/L NaCl,8 mol/L 尿素 ,2% Triton X-100) 游 解 2 
h ,期 间 在 涡 旋 希 上 剧烈 振荡 5 次 ,4%C 12 000 r/min 
离心 15 min, 取 上 清 备用 。 
1.6.2 CYP4C62 重 日 的 纯化 :将 溶解 好 的 包 亢 体 
用 孔径 0.45 pm 的 滤 膜 过 沽 后 ,与 Ni-NTA 珠 脂 糖 
凝 胶 充 分 混合 后 , 填 装 人 层 析 柱 ,用 包涵 体 纯化 组 剖 
液 进行 洗 胶 。 收 集 各 部 分 洗 脱 液 ,经 SDS-PAGE、 
Western 印迹 杂交 法 分 析 各 部 分 洗 脱 液 。 
1.6.3 CYP4C62 纯化 和 集 日 的 表 析 与 浓缩 :将 合集 
日 浓度 较 高 的 洗 脱 液 部 分 转 和 人 透析 袋 中 ,用 PBS 
(pH 8.0) 透析 过 夜 , 然 后 用 PEG 20000 浓缩 ,采用 
Bradford 法 (Bradford et al., 1976 ) ,以 BSA 作为 标准 
品 测 定 浓 缩 和 蛋白 的 含量 。 纯 化 好 的 重 白 置 于 - 205 
保存 备用 。 
1.7 CYP4C62 多 克隆 抗体 的 制备 

挑选 2~3kg 的 日 本 大 耳 日 免 Oryctolagus 
cuniculus 雄 免 ,通过 腹部 皮下 多 点 注射 纯化 的 重 白 
进行 免 羧 。 首 次 免疫 前 ,由 耳 缘 静脉 采血 0.5 ~1.0 
mL 备用 (用 于 效 价 检测 ) ; 取 0.3 mL( 约 0.8 mg) 纯 
化 和 集 晶 与 等 体积 的 弗 氏 完全 佐 剂 振荡 混合 均匀 , 进 
行 第 1 次 接种 ;首次 免疫 7 ~9 d 后 ,用 同 量 的 纯化 
和 集 日 进行 第 2 次 免疫 ;7 ~9 d 后 进行 第 3 次 免疫 。 
免疫 4 次 后 ,从 免疫 的 免 耳 绿 毅 脉 取 血 1.0 ~1.5 
mL ,分 离 血清 ,间接 ELISA 法 检测 免疫 血清 的 效 价 。 
在 最 后 一 次 免疫 6 ~7 d 后 通过 颈 动 脉 取 血 , 分 离 血 
清 , 置 -807 保存。 
1.8 CYP4C62 多 克隆 抗体 的 特性 鉴定 
1.8.1 效 价 测 定 :采用 间接 ELISA 法 。 以 纯化 的 
CYP4C62 重组 香 白 (0.8 pg/mlL) 包 被 ELISA 板 ， 
孔 加 入 100 nkL,4% 过 夜 , 于 37% 放置 2 hb, 用 PBST 
(8 g NaCl,0.2 g KCl,2.9 g NaHPO, .12H0,0.2 g 
KH,P0O, ,0.05% Tween-20 ,pH 7.4) 洗 次 3 次 后 ,加 
入 5% BSA 于 37 人 CC 封闭 2h。 去 除 上 浓 , 依 次 加 入 
不 同 稀释 比例 的 免 抗 血清 、 正 常 免 血清 做 对 照 ， 
1:5 000 的 HRP- 羊 抗 免 IgG(37%C 放置 2 h,PBST 洗 
3 次 )。 最 后 加 TMB 的 物 液 显 色 ,终止 反应 后 , 酶 标 
仪 测定 Asso 值 。 
1.8.2 特异 性 鉴定 :采用 Western 印迹 杂交 法 。 
CYP4C62 重组 蛋白 经 SDS-PAGE 分 离 后 ,转移 至 硝 
酸 纤维 素 滤 膜 上 ,以 50 g/L 脱脂 奶粉 室温 封闭 滤 膜 
后 ,依次 用 1:5 000(vAv) 的 CYP4C62 抗 倪 血清 及 
1:3 000(wv) 的 HRP- 半 抗 侈 lgG 孵育 。 最 后 加 入 
化 学 发 光 试 刑 ECL PLUS 后 , 滤 膜 复 闹 X 光 瞩 进行 
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曝光 ,最 后 对 X 光 片 进行 显影 \ 定 影 。 

1.8.3 验证 CYP4C62 在 福 飞 剧 中 的 表达 : 褐 飞 重 
总 蛋白 采用 液 氮 研磨 、RIAP 裂解 液 裂解 .丙酮 沉淀 
法 制 得 。 以 此 提取 的 总 焦 昌 作为 抗原 ,CYP4C62 多 
克隆 抗体 作为 抗体 ,采用 Western 印迹 杂交 法 验证 
CYP4C62 抗体 与 褐飞虱 内 源 CYP4C62 的 结合 特 


异性 。 





2 结果 


2.1 褐飞虱 细胞 色素 P450 基因 CYP4C62 目的 基 
因 片 段 的 扩 增 及 序列 分 析 

以 福 飞 虱 4 龄 奉 忠 为 起 始 材 料 , 用 TRIzol 
reagent 提取 总 RNA ,将 总 RNA 反 转 录 成 cDNA 并 
用 作 模 板 , 用 CYP4C62 特异 性 引物 进行 扩 增 ,PCR 
扩 增 产物 经 琼脂 糖 交 胶 电 泳 分 离 后 ,呈现 一 条 清晰 、 
单一 大 小 与 预期 相 吻 合 的 DNA 条 和 带 , 大 小 约 为 
1 450 bp( 图 1)。 用 M13( +) 和 M13( --) 引 物 进行 
双 癌 测序 ,将 测序 结果 与 已 登录 的 褐飞虱 CYP4C62 
序列 进行 比 对 ,挑选 无 突变 的 序列 作为 模板 。 
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图 1 CYP4C62 PCR 扩 增 产物 的 琼脂 糖 凝 胶 电 文 分 析 
Fig.1 Analysis of PCR product of CYP4C62 by 
agarose gel electrophoresis 
M: DNA Marker 亚 ; 1: PCR 产物 PCR product. 箭头 指示 为 经 琼脂 糖 
凝 胶 电泳 分 离 的 CYP4C62 扩 增 片段 。The arrow indicates the PCR 

product of CYP4 C62 separated on agarose gel. 


2.2 表达 载体 的 构建 

经 BamH [和 Xho 双 酶 切 的 基因 片段 , 亚 克 隆 
到 pET-23a 载体 上 ,转化 coli Gold 感受 态 细 胞 ， 
挑选 丽 洛 抽 提 质粒 并 进行 酶 切 鉴定 。 如 图 2 所 示 ， 
正确 的 重组 质粒 酶 切 后 呈现 两 条 清晰 的 条 带 ,一 条 
市 为 CYP4C62 片段 ,太一 条 市 为 pET-23a 载体 户 段 
约 3 600 bp。 
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图 2 经 Bam HIT 和 Xho[ 双 酶 切 鉴 定 
pET-CYP4C62 重组 质粒 
Fig.2  pET-CYP4C62 recombinant plasmid 
digested by Bam H | and Xho | 
M: DNA Marker 亚 ; 1: pET-CYP4C62 重组 质粒 酶 切 产物 pET- 
CYP4C62 recombinant plasmid digested products. 箭头 指示 酶 切 释 放 的 
CYP4C62 的 片段 。The arrow indicates the released CYP4 C62 fragment. 


2.3 重组 捍 白 表达 的 鉴定 

重组 克隆 曾经 IPTG 诱导 后 ,表达 产物 经 SDS- 
PAGE 分 析 表 明 在 56 kD 处 出 现 了 一 条 新 和 蛋 日 溃 ， 
其 大 小 与 预期 的 重组 重 晶 这 大 小 相符 合 , 只 是 显示 
上 清 中 表达 量 不 明显 (图 3: A) ,而 沉淀 中 表达 量 较 
高 (图 3: B), 转 入 空 载体 的 商 中 诱导 后 未 见 此 各 
CS 所 


kD 

















图 3 CYP4C62 和 集 日 的 初步 表达 鉴定 
Fig.3 Detection of the expressed CYP4C62 protein 
A: 诱导 后 破 落 上 清 SDS-PAGE 电泳 图 Supernatant of lysate after induction 
detected by SDS-PAGE electrophoresis. M: Blue Plus Protein Marker; 1: 转 
化 pET-23a 载体 的 转化 菌 pET-23a transformant after induction; 2: 转化 
CYP4C62 重组 质粒 的 转化 菌 CYP4C62 transformant after induction. B: 诱 
导 后 破 菌 沉 洗 SDS-PAGE 电泳 图 Precipitate of lysate after induction 
detected by SDS-PAGE electrophoresis. M: Blue Plus Protein Marker; 3: 转 
化 pET-23a 载体 的 转化 菌 pET-23a transformant after induction; 4: 转化 
CYP4C62 重组 质粒 的 转化 菌 CYP4C62 transformant after induction， 箭头 
指示 表达 的 CYP4C62 和 蛋白。The arrow indicates the expressed CYP4C62 


proten. 
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2.4 表达 条 件 的 优化 
2.4.1 IPTC 浓度 :用 不 同 浓度 的 IPTG 诱导 ,在 未 


加 入 IPTG 的 对 照 组 中 有 少量 的 CYP4C62 重 白 表 
达 , 随 看 IPTG 加 入 量 的 增加 ,和 集 日 的 表达 量 也 明显 
增加 。0.6 mmol/L 的 IPTG 就 可 以 使 CYP4C62 表 
达 量 最 大 化 ,继续 提高 IPTG 的 浓度 对 提高 蛋白 的 
表达 量 无 明显 作用 (图 4)。 
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图 4 IPTC 浓度 对 CYP4C62 人 香 日 表达 量 的 影响 
Fig.4 JImpact of IPTG concentration on the 
expression of CYP4C62 

M: Blue Plus Protein Marker; 1: pET-23a 载体 转化 菌 诱导 后 破 菌 沉 
泻 Precipitate of lysate from pET-23a transformant after induction; 2 -7 : 
IPTG 浓度 分 别 为 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 和 1.0 mmol/L 时 ， 
CYP4C62 重组 质粒 转化 菌 诱导 后 破 菌 沉淀 Precipitates of lysate from 
CYP4C62 transformant by IPTG induction at the concentration of 0 , 0.2, 
0.4 ,0.6, 0.8 and 1.0 mmol/L，respectively. 箭头 指示 不 同 浓度 
IPTG 诱导 的 CYP4C62 和 蛋白。The arrow indicates the expressed 
CYP4C62 protein induced by different concentration of IPTG. 








2.4.2 诱导 温度 :在 0.6 mmolLL 的 IPTG 浓度 下 ， 
随 看 诱导 温度 的 升 高 ,上 清 中 重 昌 表达 量 无 明显 变 
化 (结果 未 显示 ) ,而 沉 洗 中 得 白 的 表达 量 在 25 已 藉 
有 明显 提高 ,此 时 洒 和 蛋白 量 也 相对 较 少 ,有 利于 后 续 





纯化 (图 5)。 
2.4.3 谣 叶 时 间 : 在 最 适 IPTG 浓度 和 温度 下 , 随 看 


诱导 时 间 的 延长 ,CYP4C62 的 表达 量 在 一 定时 间 内 
有 所 增加 ,诱导 4 bh 后 ,继续 延长 诱导 时 间 对 提高 蛋 
日 的 表达 无 明显 作用 (图 6)。 

通过 对 培养 温度 IPTG 的 浓度 及 培养 时 间 的 探 
索 得 出 最 佳 表 达 条 件 为 :温度 25%C ,IPTG 浓度 0.6 
mmol/ ,诱导 时 间 4 h。 
2.5 包涵 体 绰 白 的 制备 

将 诱导 好 的 落体 破 细胞 后 ,收集 沉 泻 得 到 包涵 
体 ,通过 包涵 体 洗 涤 液 对 包涵 体 洗 涂 可 以 除去 部 分 
琳 集 日 ( 结 采 未 显示 ) ,通过 包涵 体 涂 解 液 涂 解 包涵 
体 , 可 以 涂 解 大 量 恒 日 ,并 且 随 着 浴 解 时 间 的 延长 ， 
日 的 集 日 的 浴 解 量 也 相应 增加 。 
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图 5 诱导 温度 对 CYP4C62 和 集 日 表达 的 影响 
Fig.3 JImpact of induction temperature on the 
expression of CYP4C62 

M: Blue Plus Protein Marker; 1 -4: 加 入 0.6 mmol/L IPTG 分 别 在 
20,25 ,30 和 35%C 下 诱导 4 h,CYP4C62 重组 质粒 转化 菌 破 菌 沉 淀 
Precipitates of lysate from CYP4C62 transformant by induction with 0.6 
mmol/L IPTG at 20, 25, 30 and 35%C ,respectively, for 4 h. 箭头 指示 
不 同 温度 条 件 下 诱导 的 CYP4C62 和 蛋白。The arrow indicates the 
expressed CYP4C62 protein induced under different temperatures. 
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图 6 族 导 时 间 对 CYP4C62 和 集 日 表达 的 影响 

Fig.6 Impact of nduction time on the expression of CYP4C62 
M: Blue Plus Protein Marker; 1 -4: 加 入 0.6 mmol/L IPTG 25C 下 分 
别 诱导 2,4,6 和 8 h,CYP4C62 重组 质粒 转化 阔 破 阔 沉 演 Precipitates 
of lysate from CYP4C62 transformant by induction with 0.6 mmol/L IPTC 
at 25C for 2, 4, 6 and 8 h, respectively. 第 头 指 示 诱 导 不 同时 间 (h) 
CYP4C62 蛋白 的 表达 水 平 。The arrow indicates the expression 
CYP4C62 protein Induced for different hours. 





2.6 CYP4C62 的 纯化 鉴定 

在 制备 好 的 包涵 体 溶解 液 中 加 入 0. 1 mmol/L 
DTT ,再 加 入 层 析 柱 中 ,收集 流出 液 ,反复 上 样 3 次 。 
洗 脱 液 含有 0. 1 mmolLL 的 DTT ,分 部 收集 流出 液 ， 
经 SDS-PAGE 检测 洗 脱 结果 。 绪 果 显 示 20 mmol/L 
咪唑 洗 脱 下 单一 的 和 蛋白 (图 7: A) ; 另 一 方面 由 于 载 
体 上 有 组 氨 酸 标签 ,利用 组 氨 酸 标签 进行 Westermn 
印迹 杂交 分 析 也 可 检测 纯化 的 蛋白 是 不 是 
CYP4C62 重组 蛋白 ,结果 显示 纯化 的 蛋白 的 确 为 
CYP4C62 蛋白 (图 7:;B) ,收集 纯化 蛋白 ,PBS( pH 
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图 7 重组 集 日 纯化 检测 
Fig.7 Detection of the purified recombinant protein 

A: SDS-PAGE 电泳 图 Detection of purified CYP4C62 by SDS-PAGE 
electrophoresis; M: Blue Plus Protein Marker; 1: CYP4C62 粗 蛋 白 上 
清 Supernatant of CYP4C62 crude protein; 2: CYP4C62 粗 蛋 白 沉淀 
Precipitate of CYP4C62 crude protein; 3: 包涵 体 溶解 液 The dissolved 
liquid of inclusion bodies; 4: 纯化 蛋白 Purified CYP4C62 protein. B: 
CYP4C62 纯化 蛋白 Western 印迹 杂交 检测 图 Detection of purified 
CYP4C62 protein by Western blot hybridization. 箭头 指示 经 钊 柱 纯 化 
的 CYP4C62 蛋白 。The arrow indicates the CYP4C62 protein purified 
NT 而 人 


8.0) 和 有 透析 过 夜 ,PEGC 20000 浓缩 ,Bradford 法 测定 重 
含量 。 纯 化 的 重 白 于 -20Y 保 存 备用 。 

2.7 CYP4C62 多 克隆 抗体 的 鉴定 

2.7.1 抗体 效 价 :日 本 大 耳 日 雄 侈 经 4 次 免疫 后 ， 
分 别 用 间接 ELISA 法 检测 血清 抗体 的 效 价 ,结果 表 
明 , 随 免 疫 次 数 的 增加 抗体 的 效 价 逐渐 上 升 , 终 效 价 
可 达 1:100 000 。 

2.7.2 特异 性 :用 制备 的 CYP4C62 多 克隆 抗体 分 别 
对 E.coli 细胞 表达 的 异 源 CYP4C62 粗 和 蛋白 和 
CYP4C62 纯化 香 日 作 Westem 印迹 杂交 分 析 , 结 宋 显 
示 在 预期 大 小 的 位 置 呈 现 特异 性 的 结合 条 市 (图 8: 
A, B) ,表明 所 制备 的 抗体 具有 较 好 的 免疫 学 活性 。 
2.7.3 神 飞 虱 中 CYP4C62 的 表达 验证 : 进一步 用 
制备 的 CYP4C62 抗 鲍 血清 与 宰 飞 乔 整 虫 提取 的 总 
集 日 进行 Western 印迹 杂交 ,结果 也 显示 出 特异 性 
的 条 市 , 且 条 市 非常 清晰 (图 8: C, 稍 涉 所 示 ) ,说 明 
制备 的 CYP4C62 多 克隆 抗体 也 可 以 与 内 源 的 
CYP4C62 特异 性 结合 。 











3 讨论 


真 核 生物 的 许多 和 蛋白 是 分 泌 性 重 白 或 膜 销 定 集 
日 ,要 通过 原核 细胞 高 水 平 表达 这 些 和 集 昌 ,在 设计 外 
源 基 因 表 达 盒 时 ,必须 从 成 熟 重 日 质 编码 序列 开始 
( Wilson, 2007 ) 。 因 此 在 本 人 研究 中 去 掉 了 CYP4C62 
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5 端的 信号 肽 编码 序列 ,以 期 实现 局 水 平 表 达 , 获得 
足够 的 CYP4C62 重 月 。 然 而 实验 过 程 中 CYP4C62 
并 没有 大 量 出 现在 大 肠 杆 郊 细 胞 狠 解 液 的 上 清音 

分 ,而 是 主要 以 包 滴 体 的 形式 存在 于 沉 诈 中 ,改变 诱 


一 | 国 罗 ” 
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图 8 CYP4C62 多 克隆 抗体 的 免疫 特异 性 检测 
Fig.8 Detection of the Immune specificity of 
CYP4C62 polyclonal antibody 

A: CYP4C62 粗 和 蛋白 Western 印迹 杂交 结果 Detection of CYP4C62 in 
crude protein from CYP4C62 transformant by Western blot hybridization; 
B: CYP4C62 纯化 蛋白 Western 印迹 杂交 结果 Detection of purified 
CYP4C62 from CYP4C62 transformant; C: 神 飞 乱 整 虫 总 蛋白 中 的 内 
源 CYP4C62 的 检测 Detection of endogenous CYP4C62 in the total 
protein from Nilaparvata lugens. 箭头 指示 用 制备 的 CYP4C62 多 克隆 
抗体 检测 到 的 CYP4C62 蛋白 条 带 。The arrow indicates the CYP4C62 
protein detected by using the prepared CYP4C62 polyclonal antibody. 


性 条 件 黄 至 采用 低温 (4C ) 仍 无 法 提高 上 清 中 的 和 蛋 
白 含量 。 许 多 通过 大 肠 杆 菌 细胞 异 源 表达 的 和 蛋白 都 
存在 这 种 现象 (Baneyx，1999 ) 。 

设计 引物 时 ,在 对 应 蛋白 C 端的 引物 的 5 末端 
男 加 了 6 个 组 氨 酸 ( His) 密 码 , 期 望 增加 重组 蛋白 与 
Ni 柱 的 结合 能 力 ,提高 回收 率 。 表 达 后 对 上 清 部 分 
进行 纯化 ,但 并 未 分 离 到 CYP4C62 和 蛋白 ,这 可 能 与 
表达 产物 大 量 形成 包涵 体 有 关 。 

虽然 包涵 体 和 蛋白 无 生物 活性 ,但 对 于 制备 多 克 
隆 抗体 无 影响 。 此 外 ,由 于 包涵 体 表达 量 大 ,可 以 为 
纯化 目的 蛋白 带 来 很 大 的 方便 ,所 以 实验 中 采用 
CYP4C62 包涵 体 纯化 和 蛋白 。 在 纯化 过 程 中 添加 0.1 
mol[L DTT 成 功 纯化 到 单一 的 目的 和 蛋白 ,这 是 因为 
DTT 可 以 打开 有 蛋白 二 硫 键 有 利于 蛋白 基 团 的 暴露 
( 安 宇 等 ,2007) ,但 是 高 浓度 的 DTT 对 Ni 柱 有 损 
伤 ,应 尽量 避免 使 用 。 

在 前 期 工作 中 对 CYP4C61 进行 了 半 定 量 研 究 
表明 ,CYP4C61 主要 在 脂肪 体 中 表达 , 原 位 杂交 结 
果 表 明 CYP4C61 在 中 肠 中 无 表达 ,说 明 该 基因 在 褐 
飞 虱 适应 环境 及 解毒 中 不 起 作用 ,可 能 参与 内 源 物 
质 的 代谢 ( 刘 晓 歼 , 2010) 。 也 有 文献 证 实 ,昆虫 的 
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P450 家 族 的 成 员 参 与 脂肪 酸 、 激 素 等 内 源 物 质 的 代 
谢 。 那 么 作为 CYP4 家 族 中 与 CYP4C61 同一 分 文 
的 CYP4C62 是 否 也 可 能 参与 体内 的 内 源 物 质 代 谢 ， 
尚 有 竺 进一步 的 研究。 

后 续 可 以 开展 的 工作 有 :利用 所 制备 的 多 克隆 
抗体 检测 CYP4C62 在 宰 飞 乱 不 同 组 织 中 的 表达 , 采 
用 免疫 组 织 化 学 的 方法 从 生日 水 平 对 CYP4C62 进 
行 细胞 定位 。 态 一 方面 由 于 细胞 色素 P450 是 膜 结 
合集 日 ,不 稳定 ,直接 从 昆虫 中 分 离 P450 ,再 重组 有 
活性 的 酶 系 来 研究 其 功能 具有 相当 的 难度 (部 明 奇 
等 , 2005 ) ,可 以 通过 杆 状 病毒 表达 系统 进行 异 源 表 
达 , 重 建 P450 代谢 酶 系 ,从 而 确定 CYP4C62 的 天 然 
代谢 底 物 。 

本 人 研究 以 纯化 的 CYP4C62 重组 集 日 免疫 日 本 
大 耳 日 雄 倪 ,制备 了 CYP4C62 多 克隆 抗体 。 所 获 搞 
血清 经 间接 ELISA 法 检测 ,其 效 价 达 到 1: 100 000 
以 上 ;Western 印迹 杂交 证 实 该 抗体 具有 良好 的 特异 
性 。 作 为 阶段 性 成 有 末 , 这 些 绪 采 为 后 续 深 人 人 研究 
CYP4C62 的 生物 学 功能 页 定 了 基础 ,期 望 能 为 人 们 
了 解 褐飞虱 的 生理 生化 和 生长 发 育 、 寻 找 科 学 防治 
神 飞 虱 的 新 上 略 提 供 一 定 的 理论 参考 。 
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